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摘要 : 为 探索 中 国 野 桑 和 看 Bombyx mandarina 的 遗传 多 样 性 及 其 与 家 看 B.， mori 的 系统 发 育 关 系 , 采用 PCR 产物 直接 
测序 法 (少数 样本 克隆 测序 ) 获得 34 个 家 看 和 野 桑 看 样 本 淀粉 酶 基因 amy 序列 片段 (715 bp)。 分 析 发 现 56 个 多 态 
性 位 点 , 鉴定 出 28 种 单 倍 型 (haplotype) ; 核 蔡 酸 多 样 性 =0.01390 +0.00103, 单 倍 型 多 样 度 Hd =0. 988 +0.011。 
核 苷 酸 不 配对 分 析 (mismatch analysis) 和 Fu's Fs 检测 表明 中 国 野 桑 看 曾 发 生 过 种 群 扩张 。 分 子 方差 分 析 ( AMOVA) 
表明 , 遗 野 桑 看 传 差 异 主要 在 种 群 内 , 种 群 间 和 地 理 组 群 间 差异 不 显 车 。 聚 类 树 上 34 个 样本 聚 为 3 校 /3 藤 , 时 看 和 
家 答 都 不 按 地 理 区 域 或 系统 (类 型 ) 聚 类 ，A 枝 由 来 自 不 同 地 区 的 野 丰 和 不 同类 型 的 家 乔 混 合 构 成 , 并 且 进 一 步 分 成 
3 个 亚 校 , 每 一 亚 校 也 同时 包含 家 看 和 野 蛋 , B 枝 由 3 个 家 乔 和 1 个 野 看 混合 构成 , C 校 全 部 由 来 目 不 同 地 区 的 时 看 
构成 。 网 络 分 析 没 有 发 现 “ 祖 先 单 倍 型 "和 优 热 单 倍 型 。 结 采 提示 , 尝 粉 酶 基因 是 一 个 多 态 性 丰 定 的 分 子 标记 ,中国 
野 桑 看 遗传 多 样 性 十 分 丰富 , 据 此 推测 家 看 起 源 于 多 种 生态 类 型 混杂 的 野 桑 看 。 

关键 词 : 家 看 ; 野 桑 看 ; 遗传 多 样 性 ; 系统 发 育 ; 淀粉 酶 基因 
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Genetic diversity of the wild mulberry silkworm, Bombyx mandarina, in 
China and its phylogenetic relationship with the domesticated silkworm, 


Bombyx mori, based on amy gene 
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Abstract: Polymerase chain reaction and PCR products directly sequencing method (a few samples 
sequenced by cloning ) were used to analyze the genetic diversity of the wild mulberry silkworm ， 
Bombyx mandarina in China and the phylogeny of the domesticated silkworm, B. mori. A total of 715 
bp nucleotides of partial amylase gene amy were sequenced in thirty-four samples from three groups of 
B. mandarina and four types of B. mori. Fifty-six polymorphic sites, including 28 singleton variable 
sites and 28 parsimony informative sites, defined 28 haplotypes. The nucleotides diversity (m7) was 0. 
01390 +0.00103 and the haplotype diversity (Hd) was 0.988 +0.011. Mismatch analysis and Fu’ 
s F's test revealed the population expansion of B. mori in the past. Analysis of molecular variance 
( AMOVA) suggested that genetic variance mostly existed within populations and accounted for 82. 
63% of total variation. Variance between population and population-groups was not significant. The 
phylogenetic analysis indicated that three clusters were formed by the thirty-four samples analyzed. 


Cluster A consisted of B. mandarina from different regions and B. mori from different types, which 
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was further divided into three sub-clusters. 


Cluster B consisted of three B. mori and one B. 


mandarina, while cluster C consisted of B. mandarina from different regions only. There is no ancestor 


haplotype and dominant haplotype in the median-joining network. The results suggest that: (1) the 


amy gene is a molecular marker with rich diversity in silkworms; (2) there is great genetic diversity 


within B. mandarina population in China; and (3) the domesticated silkworm may be domesticated from 


multi-typed B. mandarina, which supports the theory of multiple origins from a variety of B. mandarina. 


Key words: Domesticated silkworm (Bombyx mori); wild mulberry silkworm (B. mandarina); genetic 


diversity ; phylogeny; amylase gene (amy) 


家 看 Bombyx mori 是 鳞 翅 目 中 最 重要 的 一 种 经 
济 昆 虫 。 关 于 家 看 起 源 与 分 化 的 科学 问题 , 近 一 个 
世纪 以 来 , 中 外 学 者 从 生态 学 、 地 理学 、 血 清 学 、 细 
胞 学 、 古 生物 学 、 遗 传 学 、 考 古 学 、 历 史学 、 古 气候 学 
等 方面 进行 了 广泛 的 探索 (Yoshitake，1966; 将 玄 
龙 , 1982; 段 伯 云 ，1983; 吉 武 成 美和 欧 座 龙 ， 
1987; 郭 敢 ,1987)。 上 世纪 90 年 代 后 期 ， 又 开始 
用 分 子 生物 学 技术 从 DNA 水 平 进行 了 深入 研究 
( 夏 庆 友 等 ，1998; 万 春玲 等 ,1999; 余 红 仕 等 ， 
2000; 鲁 成 等 , 2002a; 李 爱 玲 等, 2004; 陈 丽 媛 等 ， 
2007)。 最 近 ，Xia 等 (2009 ) 基于 全 基因 组 水 平 的 
研究 发 现 了 人 工 驯 化 对 家 看 生物 学 影响 的 基因 组 印 
记 , 揭示 出 “化 性 ”并 不 能 完全 反映 家 看 的 起 源 驯 化 
特征 。 纵 观 百年 研究 ， 比 较 一 致 的 观点 是 : 家 看 起 
源 于 中 国 野 桑 和 看 Bombyx mandarina， 至 今 有 5 000 
~6 000 年 历史 (和 蒋 餐 龙 , 1982; 周 匡 明 ,1982; 至 
焕 文 ,1985; 吉 武 成 美和 将 底 龙 , 1987 ; Arunkumar 
et al., 2006)。 家 看 有 中 国 系 统 、 日 本 系统 、 欧 洲 系 
统 和 热 市 系统 四 大 系统 , 各 系统 又 分 化 出 一 化 种 、 
二 化 种 \ 有 沛 育 多 化 种 以 及 无 沛 育 多 化 种 等 多 种 生 
态 类 型 。 家 看 最 早 从 中 国 的 什么 地 方 开 始 驯 化 ， 驯 
化 之 初 的 状态 如 何 ， 驯 化 之 后 义 如 何 分 化 , 这 些 问 
题 一 耻 存 在 争论 , 主要 有 Yoshitake( 1966 ) 的 “一 化 
一 中 心 ” 学 谨 、 鞠 於 龙 (1989 ) 的 “多 化 多 中 心 ” 学 说 
及 和 鲁 成 (2002a) 提出 的 " 混 化 性 起 源 " 等 3 种 观点 。 

野 桑 看 B. mandarina 是 家 和 看 的 直系 祖先 , 是 家 
看 起 源 分 化 研究 的 基础 材料 , 同时 又 是 极其 宝贵 的 
基因 资源 , 对 家 看 遗传 育种 、 特 殊 性 状 基因 库 的 建 
立 与 应 用 具有 重要 意义 。 我 国 幅 员 辽 阅 , 地理、 气 
修 类 型 丰富 , 野 桑 看 分 布 极其 广泛 , 各 地 野 看 各 具 
特色 。 迄 今 已 对 墅 桑 鼻 在 数量 性 状 ( 杨 和 希 拘 等 ， 
1984) 生活 习性 ( 郑 声 镶 ，1992; 华 德 公 , 1996) 、 同 
工 酶 ( Yoshitake, 1966) 和 染色 体 ( 李 振 刚 和 吴 秋英 ， 
1983 ) 方 面 与 家 和 蛋 的 杂 缘 关系 ， 及 其 在 家 和 蛋 育 种 上 
的 利用 ( 杨 智 楼，1982; 绢 卫 平 ， 1987 ) 等 进行 了 研 


究 。 但 利用 分 子 生物 学 方法 , 从 DNA 序列 水 平 探 
讨 野 桑 看 的 遗传 多 样 性 及 其 分 化 等 问题 ， 目 前 还 鲜 
有 系统 研究 , 对 野 桑 短 的 多 样 性 知之 甚 少 ,以 致 于 
之 前 几乎 所 有 研究 都 将 野 桑 看 作为 一 个 相同 参照 ， 
各 地 只 采集 当地 时 又 看 作为 材料 ,其 至 在 与 家 看 比 
较 时 均 视 为 相同 的 野 桑 看 ( 鲁 成 等 , 2002d) 。 然 而 ， 
从 野 桑 看 起 源 而 来 的 家 看 尚 有 多 种 地 理 系统 和 生态 
类 型 , 彼此 之 间 存 在 相当 大 的 遗传 差异 , 时 又 看 起 
源 进化 时 间 较 家 看 要 早 很 多 , 各 地 时 桑 看 间 应 有 很 
大 的 遗传 差异 ( 夏 庆 友 等 ,1998; 和 角 成 等 , 2002a) 。 

本 研究 采集 不 同 地 理 、 气 修 条 件 的 野 桑 看 和 不 
同 生 态 类 型 的 家 看 ,以 淀粉 酶 (amylase ) 基因 amy 
为 标记 , 用 DNA 序列 分 析 (DNA sequence analysis) 
技术 研究 中 国 野 桑 看 的 遗传 多 样 性 、 种 群 结构 及 其 
与 家 看 的 系统 发 生 关 系 , 为 家 至 起 源 分 化 研究 和 野 
桑 看 基因 资源 的 开发 利用 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 

从 不 同 生 态 地 区 收集 时 桑 看 , 按 地 貌 特征 和 空 
间距 离 分 为 西南 (XN), 华中 (HZ) 和 华东 (HD)3 
大 地 理 种 群 ( 表 1)。 家 看 包括 4 大 系统 (中 系 , 日 
系 , 欧 系 和 热带 种 ) 的 9 种 生态 类 型 (中 系 一 化 三 
眠 ,中 系 一 化 四 眠 ,中 系 二 化 ,中 系 多 化 ; 日 系 一 
化 , 日系 二 化 ; 欧 系 一 化 , 欧 系 二 化 及 热 审 种) ， 分 
别 由 中 国 看 研 所 ,四川 看 人 研 所 , 浙江 看 研 所 ,广东 
到 研 所 和 西南 大 学 家 看 基因 库 提供 ( 表 1)。 
1.2 总 DNA 的 提取 

野 桑 看 时 外 采集 后 室内 饲养 至 化 肾 , 家 看 常规 
桑 叶 育 饲 养 至 化 贤 。 以 晴 为 材料 , 参照 夏 庆 友 等 
(1998 ) 的 方法 稍 作 改进 ， 以 单个 晴 提 取 总 DNA。 电 
泳 检 测 后 , 用 Bio-Rad Smart Spec ”3000 分 光 光 度 计 
测定 浓度 , 保证 DNA 纯度 A260/280 =1.8 左右 。 高 
压 灭 菌 双 蒸 水 稀释 至 20 ng/hL，-20C 保 存 备用 。 
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地 理 组 群 
Ceographic group 


家 盐 


Bombyx mori 


西南 时 看 


Xinan B. mandarina 


华中 时 盔 


Huazhong B. mandarina 


华东 野 盔 


Huadong B. mandarina 


代码 
Code 


JC 


XN 


HZ 


HD 
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表 1 本 研究 使 用 样本 信息 
Table 1 Data of samples used in this study 


品种 


Strain 


姬 得 
JC 


琼 十 
QS 


土 种 01 
TZ01 


C108 
C108 


大 造 
DZ 


春 四 
CS 


法 408 
F408 


温州 种 
WZZ 


乌 D 
WD 


青木 关 野 盔 


QMG1, QMG2, QMG3, QMG4 


薪 虽 野 符 
RC1, RC2 


南充 时 看 
NC1, NC2, NC3 


安康 野 在 
AK1, AK2, AK3 


云南 野 蛋 
YN1 


湖南 时 看 


HN1, HN2, HN3, HN4 


合肥 时 大 
HF1, HF2 


洲 墅 关 野 看 


XSG1, XSG2, XSG3 


镇 江 野 看 
ZJ 1 


苏州 野 看 
SZ1 


山东 
SD1 


来 源 / 产 地 
Source/ locality 
Zhenjiang, Jiangsu 
广东 
Guangdong 


四 川 


Sichuan 
日 本 
Japan 


广东 
Guangdong 


广东 
Guangdong 


欧洲 
Europe 
浙江 
Zhejiang 
欧洲 


Europe 


重庆 青木 关 
Qingmuguan, Chongqing 
重庆 荣昌 
Rongchang, Chongqing 
四 川南 充 


Nanchong, Sichuan 
陕西 安康 
Ankang, Shaanxi 
云南 祥云 
Xiangyun, Yunnan 
湖南 澧 县 
Lixian, Hunan 
安徽 合肥 
Hefei, Anhui 
江苏 浒 里 关 
Xushuguan, Jiangsu 
Zhenjiang, Jiangsu 
江苏 苏州 
Suzhou, Jiangsu 


山东 平 渡 
Pingdu, Shandong 


系统 /特征 


System/ character 


日 系 一 化 
Japanese V1 


中 系 多 化 
Chinese Vd 


中 系 一 化 
Chinese V1 


中 系 二 化 
Chinese V2 


热带 二 化 
Tropical V2 


日 系 二 化 
Japanese V2 


欧 系 一 化 
European V1 


中 系 一 化 
Chinese V1 


欧 系 二 化 
European V2 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


野 在 


B. mandarina 


52 卷 


单 倍 型 


Haplotype 


H16 


H16 


H12 


H19 


H20 


HI10 


H17 


H1, H3, H6, H26 


H3, H14 


H11, H12, H13 


H7, H23, H27 


H4 


H8, H21, H28 


H13 ，HI18 


H9, H24, H25 


H2 


HS 
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1.3 引物 设计 与 PCR 扩 增 

家 不 淀粉 酶 基因 是 一 个 多 基因 家 族 , 以 家 至 淀 
粉 酶 基因 Bmamy2( NCBI 登录 号 : EU856718 ) 序列 
为 模板 设计 引物 。 基 因 全 长 6 233 bp, 含 8 个 内 合 
子 ，CDS 1 752 bp, 编码 583 aa, 预备 实验 检测 到 图 
2 所 示 的 扩 增 区 段 具 有 和 较 高 的 碱 基 突 变 率 。 试 验 野 
看 来 自 不 同 地 区 , 家 春来 自 不 同系 统 ,遗传 背景 差 
异 较 大 , 引物 结合 位 点 可 能 存在 碱 基 突 变 , 为 避免 
突变 影响 PCR 扩 增 , 同时 设计 2 对 引物 备用 。 引 物 
在 基因 中 的 位 置 如 图 1 所 示 。 引 物 序 列 如 下 : 

Pl (上 下 ，S' -CCATICCCACAAAATAGAGAG-3  ， 
R: 5'-CGACATTCAGGGTTTCATAGC-37) ; 


P2 ( F: 5’-GACATTGAGGGTTTCATAGCC-3”, 
R: 5S’-TCTACACAAAAGACCACGAAG-3')。 
ATG Pl— 
P2— 


on en im 
图 1 家 和 看 Bmamy2 基因 结构 与 PCR 扩 增 片段 位 点 
Fig. 1 Schematic representation of Bmamy2 


gene structure and the PCR amplified fragment 
虚线 框 中 为 后 续 分 析 所 用 序列 Sequence in the dotted frame was used 


for the further analysis. 


PCR 反应 体系 : ddH,O 15.8 pL, 10 x Buffer 
2.3 nL, 25 mmol/L MgCl, 1.5 AL，2. 3 mmol/L 
dNTP 2.0 nL, 20 pmol/ nL Primer(F + R)1.0 nL, 
5U/nL Taq 0.2 pL, 20 ng/nL DNA 模板 2. 0 pL， 
TotaL 23 HL。 

PCR 反应 程序 : 94% 预 变 性 4 min; 94% 30 s， 
$2%C 30 s, 72%C 90 s, 循环 35 次 ; 72% 延伸 10 min。 
1.4 ”序列 测定 

PCR 扩 增 产物 用 Tiangen 胶 回 收 试剂 盒 纯 化 回 
收 , 回收 卢 段 送 大 连 TaKaRa 公司 测序 。PCR 产物 
不 能 完成 测序 的 片段 连接 到 PMD18-T 载体 , 转化 
DH5a 大 肠 杆 菌 后 鉴定 出 阳性 克隆 , 重组 质粒 送 上 
海 Invitrogen 公司 测序 。 

1.5 序列 分 析 

双 辣 测序 获得 的 序列 用 Chromas 程序 逐条 人 工 
校对 排除 机 读 误 差 .以 DNASTAR 中 的 SeqMan 拼接 
序列 。Clustal X(Thompson et al.，1997 ) 进行 序列 对 
位 排列 ，UltraEdit 32 提取 长 度 为 715 bp 的 序列 用 于 
后 续 分 析 。BioEdit 统计 碱 基 组 成 和 核 苷 酸 蔡 换 分 
析 ，DnaSP4.0( Rozas et al., 2003 ) 检测 单 倍 型 和 多 态 


性 位 点 , 计算 核 车 酸 多 样 性 (mw) 和 单 倍 型 多 样 度 
(Hd)。 分别 用 MEGA4 ( Tamura et al.，2007 )、 
PHYLIP3.65 和 PAUP4. 0b10( Swofford, 2002) 构建 邻 
接 树 (neighbor-joining，NJ)、 最 大 似 然 树 (maximum 
likelihood ，ML )、 最 大 简约 树 (maximum parsimony ， 
MP) 检验 进化 树 拓 扑 结 构 稳 定性 ， 目 举 检 验 
(bootstrap ) (Felsenstein ,1985 ) 估计 进化 树 节 点 置信 
值 。Network4.5(Bandelt et al.，1999 ) 构建 中 介 网 络 
图 (median-joining network ) 调查 单 倍 型 间 的 进化 关 
系 。Arlequin3.1(Laurent et al.，2006 ) 进行 Fu’”s Fs 
检验 (Fu，1997)、 核 车 酸 不 配对 分 析 (mismatch 
analysis ) ( Schneider et al.，1999 ) 和 分 子 方差 分 析 


(analysis of molecular variance, AMOVA ) (Excoffier et 


al.， 2000) 检 验 种 群 扩张 和 群体 分 化 结构 。 
2 结果 


2.1 种 群 序列 变异 和 单 倍 型 分 析 

试验 选用 25 个 野 看 样本 和 9 个 家 看 样本 。 选 
取 测 序 质量 好 的 DNA 区 段 进行 分 析 ( 图 2 虚线 框 所 
示 , 片段 长 715 bp, 包含 2 个 完整 的 外 显 子 、2 个 完 
整 的 内 含 子 、1 个 外 显 子 片段 和 1 个 内 含 子 片 段 )。 
25 个 时 看 中 共 鉴 定 出 23 种 单 倍 型 , 单 售 型 比率 
92.0% ( 仅 H3 和 H8 是 共享 单 倍 型 , 独 圣 单 倍 型 比 
例 91.30% ), 单 倍 型 多 样 度 Hd =0.993。 变 异 位 点 
( variable site )51 个 ,变异 位 点 比率 7.1% ,其 中 人 简 
约 信 息 位 点 (parsimony information site )25 个 ,变异 
比率 3.5% ; 核 苷 酸 多 样 性 r =0.01474。 无 论 是 核 
音 酸 变异 比率 . 单 伴 型 比率 . 单 倍 型 多 样 度 还 是 核 苷 
酸 多 样 性 , 各 地 野 看 都 不 一 样 ， 其 中 以 华东 时 看 较 
大 。9 个 家 看 中 鉴定 出 7 种 单 倍 型 ， 单 倍 型 比率 
77.8% (其 中 H16 是 共 吾 单 倍 型 ， 独 享 单 倍 型 比例 
71.43% ) , 单 倍 型 多 样 度 Hd =0.944。 变 异 位 点 19 
个 , 变异 位 点 比率 2.7% ,其 中 简约 信息 位 点 10 
个 , 变异 比率 1.4% ; 核 车 酸 多 样 性 mr =0. 00944。 
家 和 蛋 的 各 项 指标 均 低 于 野 和 尾 。 家 和 恤 和 野 和 在 整体 分 
析 , 变异 位 点 比率 7.8% , 简约 信息 位 点 变异 比率 
3.9% ; 单 倍 型 比率 82.35% , 单 倍 型 多 样 度 Hd = 
0.988, 核 萌 酸 多 样 性 m=0.01390; H12 和 H21 是 
家 和 蛋 和 野 竺 共享 单 倍 型 ,共享 比率 7. 14% ( 详 见 表 
1、 表 2)。 总 体 而 言 , 无 论 家 不 还 是 野 看 , Hd 和 三 
值 都 较 高 , 拥有 较 高 的 遗传 多 态 性 。 
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表 2 家 符 和 野 答 淀粉 酶 基因 核 背 酸 序列 变异 位 点 及 遗传 多 样 性 


Table 2 Variable sites and genetic diversity of nucleotide sequences of amy gene of Bombyx mandarina and B. mori 


样本 数 、 简约 位 点 单 倍 型 多 样 性 核 苷 酸 多 样 性 
地 理 组 群 变异 位 点 单 倍 型 数 ~ | 
Nunber of Parsimony Haplotype diversity Nucleotide diversity Fs 
Geographic group Variable site Haplotype 
samples information site (Had) (Tm) 
西南 时 在 
13 26(3.6) 19(2.7) 12 0.987 +0.035 0.01322 +0.00105 -3.755 
Xinan B. mandarina 
华中 时 看 
四 4 20(2.8) 4(0.6) 3 0. 833 +0. 222 0.01500 +0.00487 2.733 
Huazhong B. mandarina 
华东 野 震 
7 8 32(4.5) 9(1.3) 8 1. 000 +0.063 0.01439 +0.00188 -2.130 
Huadong B. mandarina 

全 部 时 看 

" 24 $51(7.1) 25(3.5) 23 0.993 +0.013 0.01474 +0.00117 -11.635 

Total B. mandarina 

全 部 家 和 看 

课 9 19(2.7) 10(1.4) 7 0.944 +0.070 0.00944 +0.00131 -0.560 

Total B. mori 
墅 大 和 家 得 
34 56(7.8) 28(3.9) 28 0.988 +0.011 0.01390 +0.00103 -13.528 


B. mandarina & B. mori 


括号 中 数字 为 百分比 The figure in the brackets is presented as the percentage. 


进一步 分 析 突 变 碱 基 的 分 布 位 扣 和 突变 类 型 ， 
在 25 个 时 大 样本 715 bp 的 多 序列 中 284, 285 ，286 ， 
698 和 714 位 5 个 位 点 发 生 碱 基 捅 入 /缺失 ,3 个 位 点 
均 位 于 内 含 子 区 域 。 位 于 284, 285, 286 的 3 个 工 ， 
A, 了 插入 发 生 在 西南 野 桑 看 的 两 个 样本 中 (QMGI 
和 RC1)。 华 东野 胡 ZJ1 在 698 位 缺失 工 个 T。2 个 
华中 野 和 蛋 (HNI 和 HN2), 3 个 华东 野 蛋 (XSG2， 
XSG3 和 HF2) 同 时 在 714 位 缺失 1 个 T。 碱 基 择 入 / 
缺失 表现 出 明显 的 偏好 性 (5 个 中 4 个 为 了 , 1 个 为 
A) 。 对 全 部 34 个 试验 样本 (包括 家 蛋 和 野 不 ) 整体 
分 析 ( 不 考虑 碱 基 插入 /缺失 ), 56 个 变异 位 点 中 简 
约 信息 位 点 28 个 , 单个 变异 位 反 28 个 ; 3 个 位 抬 
(273, 279, 305 ) 存 在 3 种 核 车 酸 , 3 个 位 点 均 位 于 第 
一 内 含 子 内 ; 53 个 位 点 只 有 两 种 核 车 酸 存 在 。 在 305 
位 态 , 来 目 华 东 地 区 的 两 个 野 符 一 个 发 生 Te*A 丰 换 
(XSG2 ) ， 一 个 发 生 T<e>G 颠 换 (XSGc3 ); 在 273 位 
QM4 发 生 CA 颠 换 ，QM1，QM3 ，YN1，RC1L 发 生 
CoT 转 换 ,5 个 样本 均 来 目 西 南 地 区 。 第 一 内 含 子 
内 的 第 279 位 是 一 个 突变 高 发 位 入 , ACG 转换 和 A 
OT 丰 换 都 高 频 发 生 ( 表 3)。 

34 个 样本 的 碱 基 组 成 分 析 , A, T, C 和 G 含量 
分 别 为 29.75% , 31.88% , 16.43% 和 21.94%;A+T 
含量 61.63% , C+G 合 量 38.37% , 所 分 析 的 该 段 序 
列 中 没有 明显 的 碱 基 使 用 偏好 。 把 34 个 样本 分 成 家 
蛋 和 时 春 两 组 分 别 统计 碱 基 组 成 , 结果 与 样本 总 体 
的 碱 基 组 成 相似 。 


2.2 进化 枝 结 构 及 其 地 理 分 布 

基于 amy 基因 715 bp 序列 片段 (包括 外 显 子 和 内 
含 子 ) , 用 MEGA4 中 Kimura 双 参 数 模型 构建 无 根 NJ 
树 , 34 个 样本 首先 分 为 A, B 和 C 3 校 , A 术 再 分 成 |， 
[和 亚 3 该 (图 2), 以 CDS 序列 建树 , 得 到 相似 的 拓扑 
结构 , PHYLIP( ML) 和 PAUP( MP) 检 验 树 形 结构 稳定 。 
A, B 两 枝 均 由 野 看 和 家 不 共同 组 成 , C 村 只 有 野人 看 ， 
没有 家 看; 工 fH 于 3 族 也 全 部 由 家 和 看 和 时 在 组 成 。25 
个 野 符 分 别 来 目 全 国 11 个 地 区 , 按 空间 距离 和 地 貌 特 
征 分 为 西南 时 看 (XN), 华中 时 看 (HZ), 华东 野 看 
(HD)3 个 地 理 种 群 ; 家 和 看 包括 4 大 系统 9 种 生态 类 型 
( 表 1)。 这 些 样本 虽然 按 系 统 类 型 或 地 理 区 域 收 取样 
本 , 但 其 在 进化 枝 结 构 中 不 能 按 系 统 类 型 或 地 理 区 域 
聚 类 。 不 同 地 区 的 野 和 春之 间 \ 不 同系 统 的 家 看 之 间 出 
现 交 叉 聚 类 , 家 符 和 时 看 之 间 也 出 现 交 叉 。9 个 家 看 
中 , 热 市 二 化 种 ”大造 ”单独 分 布 在 A( 了 区 , 中 系 一 化 种 
“温州 种 "单独 分 布 在 A( 亚 ) , 其余 7 个 种 分 别 分 布 于 
A( 了 DD 和 B。A(D 中 的 4 个 家 看 分 别 来 自 中 系 一 化 , 中 
系 二 化 , 欧洲 一 化 和 日 系 二 化 ; B 中 的 3 个 家 看 分 别 
来 自 欧 洲 二 化 , 日 系 一 化 和 中 系 多 化 。25 个 野 看 在 
A, B, C3 村 及 1], I, 焉 3 族 都 有 分 布 , B 枝 较 少 , 只 有 
1 个 。 野 友 并 不 按 空间 距离 的 远近 聚 类 , 来 自 同 一 地 
区 的 野 帮 分 别 聚 在 不 同 的 校 ( 族 ) ,表现 出 较 远 的 亲 绿 
关系 ; 而 来 自 不 同 地 区 的 对 看 却 聚 在 一 起 ,表现 出 较 
近 的 亲缘 关系 。A(D , A( 亚 ) 和 C 中 的 野 和 看 都 来 源 于 
XN, HZ 和 HD 3 个 地 区 , A( 了 野 和 看 来 源 于 XN 和 HD。 
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表 3 实验 野 乔 和 家 乔 淀 粉 酶 基因 测序 区 段 碱 基 蔡 换 位 置 
Table 3 Sites of base pair substitutions in the sequenced partial segments of amy gene of Bombyx mori 


and B. mandarina used in this study 


碱 基 蔡 换 位 置 


Site of base pair substitution 





TEIITIl1122222222222222333333444444444455556666666677777 
22902334588822367778888889000279222467888912380124579901111 
1227954584906928333590456790357610348329235113896653127890234 
QMG3CAGC TTGA CCTTA TGTTGTTAA...... CGTGTAATTTGCTCATGCTCAC TTCCCAGT TT TGTT 
Zl1l AC G G..A TG 
QOMG1 T G A GCG TATT T G 
RCI 下 G A CG TATT T G 
YN1 下 GCG A G T T TC C T G 
SDI1 G GAAC T CA GA (> C G 
QMG2 CGC GAAC T C CA C G 
AK3 G GAAC T CA C (> 
HNI G GAAC T C GA CTTTC G _- 
HN2 G GAAC T C GA CTTTC G _ 
XSG3 GAAC TT TG C GA CTT G _ 
WZZ T TT G GAAC T C GA A G 
NCI1 C A CGC GAAC T C G G 
DZ T A G GAAC T C G 
NC3 T A G GAAC T C GC 
NC2 T A GC GAAC T C T G 
RC2 下 A GAAC T C T G 
HF2 下 CAACG T C GC 
IC T ACC C C C 人 G 
QS T ACC C C C C G 
WD T A ACC XC CT C C G 
HF1 G GAACC XC C C T G 
CS AC 了 G GAAC TT 下 C Cc C G 
F408 T G GAAC TT T C A C G 
TZ01 T G GAAC TT T C C G 
HN4 T (> GAAC 工 T C C G 
Cl108 T G GAAC 下 T C C G 
S21 C CGC 下 AG GAAC T A G C 
AK!1 G GAAC T T A 人 (> 
XSG2 GC G GAAC TA C A TGT CGC G _- 
XSG1 GAAC T C C CG 
QMG4 GACAAA CG T CC G GC 
AK2 T GAGAAC T T CC GA G 
HN3 T GA AC T GCACACTG 人 G 
“--” 表 示 碱 基 人 缺失 Dotted line refers to deleted bases; 下 划 线 碱 基 表示 内 含 子 区 域 Underlined bases belong to introns. 
72 AK!1 
S71 
XSG2 
TZO1 C T 
C108 
89 [HN @ p408 
会 CS 
HF2 
XSG1 
RC2 HH | A 
NC2 
78 二 DZ 
69 
67 "NC3 
-W777 
OM2 SDI1 
AK3 用 
XSG3 
| HNI1 
Hp 9 
本 全 WD p 
87 jC 
90 ,全 Qs 
QM4 
AK2 
56 HN3 
51 QM3 c 
LT 
0 YN1 
IOM1 
84 97 RCI1 
0.002 


图 2 基于 34 个 家 人 看 和 野 桑 蛋 样 本 的 无 根 NJ 树 


Fig. 2 Unrooted NJ tree based on 34 samples of Bombyx mori and B. mandarina 
黑色 棱 形 指示 家 看 ; MEGA4.0 建树 , p- 距 离 , 成 对 删除 gap, 1 000 次 重复 , 节点 显示 > 40% 的 自 展 值 。Domesticated silkworm 
is represented as black rhombus. Nucleotide p-distance model and pairwise deletion of gaps were selected for the tree reconstruction in 


the program MEGA4.0. Bootstrap values (1 000 replicates) >40% are shown. 
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2.3 单 倍 型 网 络 结构 分 析 

在 34 个 样本 中 共 检 测 出 28 种 单 倍 型 ( 表 1, 图 
3) ,其 中 25 个 早春 分 享 22 种 单 倍 型 , 9 个 家 看 品 
种 分 享 7 种 单 倍 型 。 有 两 种 单 倍 型 (Hl12 和 H21 ) 为 
家 友和 时 到 共 享 ， 两 种 单 倍 型 (H16 和 H21) 分 别 为 
2 个 不 同 生 态 类 型 的 家 看 共享 另外 两 种 单 倍 型 
(H3 和 H8) 分 别 为 2 个 不 同 地 区 的 野 看 所 共享 。4 





个 华中 野 胡 分 享 3 种 单 倍 型 (H8，H21 和 H28), 其 
中 1 个 与 男 外 3 个 存在 很 大 的 序列 差异 , 而 有 两 个 
则 完全 相同 , 共享 同一 种 单 倍 型 (H8) 。 在 28 种 单 
倍 型 中 有 23 种 为 独 至 单 售 型 , 没有 一 种 是 高 频 分 
布 的 优势 单 倍 型 (最 高 频率 仪 8.8% ) , 表现 出 试验 
材料 较 大 的 遗传 差异 。28 种 单 倍 型 聚 为 3 群 , 每 群 
都 由 来 日 不 同 地 区 (生态 类 型 ) 的 样本 混合 组 成 。 


( ) XN B. mandarina 


(Be HZ B. mandarina 


HD B. mandarina 


图 3 家 大 和 野 桑 性 28 种 单 倍 型 网 络 图 
Fig. 3 Network profiles of 28 haplotypes of Bombyx mori and B. mandarina 


2.4 分 子 方差 分 析 

25 个 野 符 样本 分 别 来 目 全 国 11 个 不 同 地 区 , 按 
空间 距离 和 地 貌 特 征 分 成 3 个 地 理 组 群 ， 即 西南 组 
群 (XN) 华中 组 群 (HZ) 和 华东 组 群 ( HD)。AMOVA 


分 析 显 示 , 遗传 差异 主要 来 自 种 群 内 ， 占 82. 63% 
(P<0.01), 地 理 组 群 间 和 组 群 内 都 不 明显 , 分 别 只 
有 5.93% (P>0.05) 和 11.44% (P >0.05), 表明 中 
国 野 桑 大 不 存在 明显 的 地 理 组 群 结构 。 


表 4 野 桑 乔 amy 基因 的 分 子 变异 分 析 
Table 4 AMOVA of amy gene of Bombyx mandarina 


变异 来 源 自由 度 
Source of variance df 


地 理 组 群 间 
Among geographic groups 


2 


地 理 组 群 内 
Among populations within geographic group 


种 群 内 


方差 分 量 变异 百分比 P 值 
Variance components Percentage of variance P value 
0.34664 5.93 >0.05 
0.66907 11.44 >0.05 
4.83333 $2.03 <0.01 


Within population 


2.5 ”种群 扩张 及 多 样 性 分 析 
通 第 有 两 种 方法 检验 种 群 在 历史 上 是 否 发 生 过 
扩张 , 一 是 采用 Fu’S Fs 检验 , 负 的 Fs 值 和 差异 显 





著 的 P 值 被 认为 种 群 有 扩张 迹象 。 为 一 种 方法 是 
核 甘酸 不 配对 分 析 , 种 群 扩 张 导致 核 甘酸 不 配对 分 
布 呈 单 峰 曲线 。 由 表 2 可 知 野 奉 种 群 的 整体 Fs = 
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-11. 635(P<0.01)， 核 背 酸 不 配对 分 布 
( distribution of mismtach ) 呈 单 峰 ( 图 略 ), 说 明 野 看 
在 历史 上 可 能 发 生 过 种 群 扩张 。 再 分 群体 (XN, HZ 
及 HD) 的 Fs 值 为 正 或 很 小 的 负 值 , 且 忆 >0.1, 表 
明 再 分 群体 没有 种 群 扩 张 , 同时 也 得 到 核 苷 酸 不 配 
对 分 析 的 支持 (图 略 )。 


3 讨论 


3.1 基因 多 态 性 

研究 近 缘 生物 间 的 杀 缘 关系 ,分 辨 力 低 的 形态 
标记 往往 难以 奏效 , 需要 快速 进化 的 、 以 遗传 物质 
本 号 为 基础 的 直接 的 遗传 标记 。 从 上 世纪 末 至 本 世 
纪 初 , 人 们 用 AFLP, RAPD, RFLP 和 SSR 等 多 种 分 
子 标记 对 家 蚕 的 系统 发 育 关 系 进行 了 广泛 的 研究 ， 
取得 重要 成 果 。 本 世纪 初 , 随 着 DNA 测序 技术 的 
进步 , DNA 序列 分 析 技 术 被 广泛 应 用 于 生物 进化 研 
究 。DNA 序列 分 析 技 术 通 过 测定 核酸 一 级 结构 中 
核 苷 酸 顺 序 来 比较 同 源 分 子 之 间 的 相关 性 ， 碱 基 的 
插入 、 缺 失 、 转 换 、 颠 换 、 倒 位 、 易 位 、 重 复 和 重 排 等 都 
能 够 通过 DNA 测序 发 现 , 因此 DNA 序列 分 析 已 成 
为 目前 分 子 进化 及 系统 发 育 人 研究 最 有 效 、 最 可 靠 的 
方法 。 目 前 , 基于 线粒体 基因 对 家 看 亲缘 关系 的 研 
究 已 较 多 , 而 利用 核 基因 组 功能 基因 的 研究 还 鲜 有 
报道 。 因 此 , 本 试验 选择 淀粉 酶 基因 amy 作 标 记 ， 
用 DNA 序列 分 析 技 术 进 行 研 究 。 结 果 表 明 : 在 长 
度 为 715 bp 的 DNA 片段 中 , 碱 基 多 态 性 高 达 7. 1% 
(时 看 ) 和 2.7% (家 看 ), 没有 明显 的 碱 基 使 用 偏 
好 , 平均 A+T 含 量 61% 左右 , 能 用 PCR 产物 直接 
测序 ,操作 简便 , 易于 完成 较 大 样本 的 测序 人 研究。 
3.2 中 国 野 桑 乔 的 遗传 多 样 性 

25 个 时 看 中 发 现 23 种 单 倍 型 ， 单 倍 型 比率 
92% (其 中 21 种 为 独 享 单 倍 型 ， 独 至 单 倍 型 比率 
91.30% ) , 单 倍 型 多 样 度 Hd =0.993 +0.013, 核 共 
酸 多 样 性 5 =0.01474 +0.00117, DNA 序列 多 态 性 
位 点 比率 高 达 7.1% 以 上 , 网 络 图 中 没有 一 种 高 频 
分 布 的 优势 单 倍 型 (最 高 频率 仅 8.8% ) ,多 种 指标 
一 致 表明 中 国 野 桑 乔 遗 传 多 样 性 十 分 丰富 。 核 苷 酸 
多 样 性 (5) 是 衡量 群体 多 态 程 度 的 重要 指标 , 5 越 
大 , 群体 多 样 性 程度 越 高 。 从 表 2 可 以 看 出 ,mr 野 
看 >7 家 和 看 ,虽然 家 乔 在 欧 亚 各 国 经 历 了 几 和 于 年 强 
烈 的 驯化 选择 , 形成 了 形形色色 的 多 种 系统 和 类 
型 , 但 野 看 仍 比 家 看 具有 更 高 的 多 样 性 。 鲁 成 等 
(2002b) 用 AFLP 标记 也 检测 到 同一 地 区 野 桑 蛋 个 


体 间 的 遗传 距离 甚至 超过 家 看 品 种 间 的 遗传 距离 。 
时 看 的 多 样 性 是 长 期 的 自然 选择 、 适 者 生存 的 结果 。 
时 不 的 生态 学 特征 之 一 是 群体 发 育 极 不 整齐 , 典型 
的 现象 是 越 年 卵 及 化 的 长 期 化 和 肾 期 发 育 的 多 样 
化 , 发 育 早 的 已 完成 一 个 世代 , 而 发 育 述 的 尚未 出 
完 , 造成 世代 重 迭 。 野 春 发 育 的 多 样 化 不 仪 是 度 过 
不 良 环境 的 一 种 手段 , 也 是 维持 杂种 优势 的 一 种 机 
制 。 同 一 蛾 区 越 年 卵 肛 化 的 长 期 化 ， 有 避免 兄妹 交 
配 的 效果 ; 同 世 代 的 肾 有 的 浪 育 ， 有 的 不 浪 育 , 沛 
育 肾 的 羽化 期 从 同 世 代 群 体 中 脱离 出 来 , 与 其 他 世 
代 个 体 的 羽化 期 重合 , 这 样 降低 了 同系 统 内 近亲 交 
配 的 概率 , 增加 了 异 系统 间 杂 交 的 机 会 ， 从 而 有 效 
地 避免 了 种 群 的 退化 , 提高 了 生存 能 力 ( 沈 卫 德 等 ， 
2001 ) 。 
3.3” 野 桑 乔 的 地 理 分 布 与 种 群 分 化 

野 桑 短 广 泛 分 布 在 包括 中 国 、 日 本 \ 硼 鲜 韩国 、 
印度 和 俄罗斯 等 在 内 的 东亚 地 区 ( 李 瑞 , 1986) , 尤 
其 在 中 国 分 布施 围 更 广 ( 李 成 页 ,1991), 以 前 认为 
云贵 高 原 没 有 时 又 看 (有 段 佑 云 ，1983), 现在 云南 也 
发 现 野 桑 看 。 核 芽 酸 不 配对 分 布 成 明显 的 单 峰 ， 
Fu’s Fs 检验 得 到 较 大 的 负 值 (fs = -11.635) 和 显 
车 的 P 了 值 (P<0.01), 推测 中 国 野 桑 看 曾 发 生 过 明 
显 的 种 群 扩张 事件 (Fu，1997; Schneider et al.， 
1999 ) 。 野 桑 桑 看 分 布 广泛 , 各 地 是 多 种 生态 类 型 
(包括 多 种 化 性 和 了 眠 性 ) 混杂 的 群体 ( 黄 尔 田 ， 
1985; 沈 永 果 和 姚 友 根 ，1986; 沈 卫 德 等 ,2001 ) ， 
后 来 由 于 某 种 地 质 气 候 变 化 ,桑树 在 许多 地 方 消 
失 , 形成 相互 隔离 的 区 域 性 分 布 。 由 于 野 桑 看 的 窒 
食性 , 桑树 消失 的 地 方 野 桑 不随 之 消失 (网 络 图 中 
的 媒 点 代表 已 经 消失 或 未 取 到 样 的 野 看 类 型 ), 各 
隔离 区 内 池 存 的 野 桑 看 继续 保持 以 前 的 混 末 性 。 推 
测 这 种 隔离 分 布 是 比较 晚近 的 事件 , 短期 的 进化 还 
未 潭 灭 曾 经 混杂 的 痕迹 ,所 以 还 能 检测 到 空间 相隔 
较 远 的 野 桑 看 聚 类 在 一 起 , 而 同一 地 区 的 野 桑 看 唆 
类 在 不 同 校 的 现象 。 分 子 方差 分 析 (AMOVA) 检 测 
到 时 桑 看 的 多 样 性 主要 来 日 种 群 内 , 地 理 组 群 间 和 
地 理 组 群 内 差异 都 不 显著 , 表明 时 桑 看 地 理 种 群 结 
构 不 明显 , 文 持 隔离 分 布 是 上 晚近 事件 的 推论 。 山 手 
(Chen et al.，2005 ) 、 鸡 (Liu et al., 2006 ) 等 其 他 物 
种 也 发 现 非常 类 似 的 地 方 种 群 混杂 聚 类 现象 。 
3.4 ”家 看 的 起 源 与 分 化 

家 看 起 源 于 中 国 对 又 看 已 得 到 中 外 学 者 的 公 
认 , 但 在 驯化 地 点 和 起 源 类 型 上 存在 分 歧 , 主要 的 
有 “一 化 性 起 源 ”、“ 多 化 性 起 源 ” 以 及 “多 种 化 性 起 
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源 ”3 种 观点 ( 吉 武 成 美 , 1966 ; 蒋 涂 龙 , 1982; 和 鲁 成 
等 , 2002a) 。 夏 庆 友 等 (2009 ) 基于 全 基因 组 水 平 的 
研究 揭示 出 “化 性 ”并 不 能 完全 反映 家 大 的 起 源 驯 
化 特征 。 本 研究 中 , 9 个 家 不 来 自 4 大 地 理 系统 的 
9 种 生态 类 型 ， 野 桑 看 来 自 全 国 不 同 地 区 ,进化 树 
分 成 A, B 和 C3 枝 , A 校 再 分 为 1， 卫生 3 族 ， 
大 部 分 枝 ( 族 ) 都 包含 来 自 不 同 地 区 的 野 桑 乔 和 不 
同系 统 及 生态 类 型 的 家 在。 不 同系 统 /类 型 的 家 看 
聚 在 一 起 , 是 由 于 人 工 驯 化 的 强烈 定向 选择 所 致 ; 
同 是 家 看 却 分 布 在 不 同 的 进化 枝 上 , 可 能 的 原因 是 
不 同 家 看 在 驯化 选择 过 程 中 承受 的 选择 目标 和 方向 
不 一 样 ， 导致 遗传 分 化 。 聚 在 一 校 的 家 大 由 不 同 的 
系统 /类 型 组 成 ,推测 家 竺 是 从 多 种 化 性 和 眼 性 混 
杂 的 野 看 驯化 而 来 。 考 虑 到 野 桑 看 混杂 分 布 的 自然 
生存 状态 , 而 驯化 之 初 的 先 民 对 其 化 性 和 有 眠 性 特征 
知之 不 多 , 因而 将 其 党 统 抓 来 驯养 的 可 能 性 比特 别 
针对 某 种 特殊 化 性 类 型 进行 驯养 的 可 能 性 更 大 。 本 
研究 支持 鲁 成 等 (2002a) 提 出 的 “多 种 化 性 起 源 ” 
观点 。 
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